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Description 

La presente invention concerne un precede de production d'une enzyme fongique et son utilisation a 
Phydrolyse de la glycyrrhizine pour obtenir des extraits de reglisse a teneur reduite en glycyrrhizine ou 
5 pour obtenir de I'acide 18 jS-glycyrrhetinique. 

On sait en effet que la glycyrrhizine est a Porigine de problemes cardio-vasculaires, notamment 
accroissement de la tension arterielle chez des sujets sensibles. Pour certains usages, il est souhaitable de 
reduire la teneur en glycyrrhizine ou meme de supprimer sa presence dans les extraits de reglisse. 

Par ailleurs, Pacide 18 /3-glycyrrhgtinique est un medicament reconnu qui intervient dans de nombreu- 
ro ses theVapeutiques. 

Plus pre*cis6ment, la presente invention concerne les enzymes ^-glucuronidases. 

On sait que les ^-glucuronidases sont des enzymes capables d'hydrolyser des 0-glucuronides et de 
realiser le transfert des radicaux glucuronyls sur les alcools, selon le schema : 

75 COCH CC0H 

c ^ -«!• ^ r^"" 1 

" H OH M OH 

Or la glycyrrhizine est un £ther diglucuronique de Pacide 18 0 glycyrrhdtinique et done hydrolysable 
par de telles enzymes avec production d'acide 1 8 & glycyrrhe*tinique. 
25 De nombreux auteurs ont dgja d^crit plusieurs ^-glucuronidases issues de sources diverses : foie de 
souris, glande preputiale de la femelle du rat, embryon de Xenopus laevis, Locusta migratoria, Helix 
pomatia, Patella vulgata, Scutellaria baicalensis. 

Plusieurs glucuronidases de micro-organismes sont connues comme celles d'Escherichia coli, de 
streptocoques, d' Aeromonas hydrophila , Aeromonas punctata, Aeromonas salmonicide . 
30 Le but de la presente invention est d'obtenir une ^-glucuronidase microbienne tres active, notamment 
vis-a-vis de Phydrolyse de la glycyrrhizine. 

Pour ce faire, a partir d'echantillons d'eaux, de sols, de denrees alimentaires, on a isole* plusieurs 
micro-organismes se developpant en synthetisant une ^-glucuronidase active. 

La presente invention a en effet pour objet un procede de production d'une enzyme du type 0- 
35 glucuronidase comportant la culture d'un micro-organisme, effectuee dans un milieu comportant au moins 
une source de carbone et une source d'azote, et P extraction et la purification de I'enzyme a partir de la 
biomasse et/ou du milieu de culture, caracterise en ce que Penzyme est produite par la culture d'un micro- 
organisme du type Aspergillus ou de ses variants et mutants dans un milieu de culture contenant comme 
source de carbone une substance comportant un ou plusieurs glucuronides. 
40 Parmi ces micro-organismes on peut citer avantageusement les Aspergillus terreus et Aspergillus niger 
dont on a decouvert qu'ils avaient selon Pinvention la propriete de synthetiser une ^-glucuronidase tres 
active et tres stable dans I'alcoo! et a la chaleur. 

Notamment parmi ces micro-organismes producteurs, on peut citer la moisissure, dont les caracteristi- 
ques morphologiques et biochimiques montrent qu'il s'agit d'Aspergillus terreus. Cette moisissure a 6te 
45 isolee a partir de denrees alimentaires. Ses caracteristiques microbiologiques sont les suivantes : 
. production de conidies chamois a brunes, avec pigmentation jaune ocre de la gelose, 
. tetes conidiennes biseriees, hemispheriques ; les metules ne couvrant que la moitie superieure de la * 

vesicule avec presence de conidies globuleuses. 
Les caracteristiques de la moisissure d'Aspergillus terreus ne sont pas limitees a ce qui est mentionne* 
so ci-dessus, cette moisissure etant susceptible d'etre modifiee artificiellement ou naturellement. Mais, pourvu 
qu'elle possede au moins la capactte de production de la ^-glucuronidase, il va sans dire que les variantes 
et mutantes de cette moisissure peuvent aussi etre utilisees dans le procede de Pinvention. 

Par consequent, il est entendu que parmi les especes de moisissure avantageuses utilises dans la 
presente invention, il faut englober en plus des moisissures Aspergillus terreus et Aspergillus niger, les 
55 variantes et mutantes qui possedent la plupart des proprietes distinctives des deux moisissures generatri- 
ces. 

Les cultures d'Aspergillus sont effectuees sur un milieu convenable contenant au moins une source de 
carbone , une source d'azote et une substance inorganique de preference. 
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La source de carbone peut etre de preference la glycyrrhizine, par exemple sous forme d'un extrait 
aqueux de reglisse. 

La source d'azote est constitute avantageusement d'un set d'ammonium, de sels de nitrate, d'acides 
amines ou de toutes autres sources d'azote conventionnelles. 
s Le mono-ammonium de glycyrrhizinate peut etre utilise comme seule source de carbone et d'azote. 

La croissance est meilleure quand on ajoute au milieu de culture des sels mineraux, tels que du sulfate 
de magnesium, du chlorure de calcium, du sulfate de fer, du sulfate de cuivre, du molybdate de sodium, du 
chtorure de calcium, du sulfate de manganese, ou tous sels inorganiques pouvant favoriser la croissance 
des moisissures. 

10 De meme, I'addition de vitamines telles que I'acide folique, la biotine , la choline, la nicotinamide, le 
pantothenate de calcium, le pyridoxal, la thiamine, la riboflavine, ou toute autre vitamine, favorise la 
croissance des moisissures Aspergillus, notamment Aspergillus terreus et Aspergillus niger produisant la 0- 
glucuronidase. 

Bien entendu, les proportions des sources de carbone, d'azote et des sels inorganiques, ainsi que la 
is composition du milieu lui-meme peuvent varier suivant les faculte's d'adaptation de la moisissure qui est 
utilisee pour la production de /9-glucuronidase. 

Comme temperature optimale pour le deVeloppement de ces micro-organismes, on peut utiliser 
normalement une temperature comprise entre 28 • C et 45 • C et de preference entre 37 * C et 44 • C. 
Le pH du milieu particulierement approprie peut etre compris entre 6 et 8. 
20 La culture est effectuee pendant une periode de dix jours. 

Bien que la culture puisse §tre effectuee en milieu solide ou liquide, on obtient de meilleurs resultats en 
milieu liquide. 

De preference, la culture est realisee dans des conditions convenant aux micro-organismes aerobies. 
Au laboratoire, les meilleurs resultats sont obtenus en utilisant 500 ml de milieu de culture dans un 
25 erlen de deux litres, ensemences avec des spores d' Aspergillus terreus ou des spores d' Aspergillus niger . 

Les meilleurs resultats sont obtenus en utilisant 500 ml de milieu de culture dans un erlen de deux 
litres, ensemences avec des spores d'Aspergillus terreus ou des spores d f Aspergillus niger. 

Pendant les premiers jours de la croissance, I'activite jS-glucuronidasique est localisee dans les cellules, 
aussi bien sur un milieu liquide, que sur un milieu solide. Ensuite, la ^-glucuronidase est excretee dans le 
30 milieu de culture. 

L'invention a tgalement pour objet un proce'de comportant 1'extraction de I'enzyme a partir du 
mycelium Aspergillus obtenu en milieu liquide ou solide, ou a partir de la phase surnageante des cultures 
et sa purification, caracteVise en ce que lorsque la solution enzymatique extraite contient de la p- 
glucuronidase complexes avec de I'acide 18 0-glycyrrh6tinique, ladite solution est additionnee d'ur£e 
35 dissociant le complexe, puis les deux produits sont separes apres elimination de I'uree. 

En effet, on peut preparer la ^-glucuronidase, a partir du mycelium d'Aspergillus, par exemple 
d'Aspergillus terreus obtenu en milieu liquide ou en milieu solide, ou a partir de la phase surnageante des 
cultures liquidesl 

Pour obtenir la ^-glucuronidase a partir du mycelium, on realise une separation par centrifugation du 

40 mycelium et du milieu de culture liquide. Le mycelium est casse par exemple dans un broyeur a bille 
comme du type Bead Beater. La ^-glucuronidase est separee des debris cellulaires par centrifugation. 

Dans le cas ou la moisissure est cultivee sur un milieu solide, le mycelium est recupere en grattant la 
surface du milieu de culture. Le mycelium est casse et I'enzyme est separee des debris cellulaires comme 
precedemment. Toutes ces premieres etapes de separation du mycelium et de I'enzyme peuvent se 

45 derouler a temperature ambiante ou a 4*C. 

Pour obtenir la ^-glucuronidase par exemple d'Aspergillus terreus a partir d'une culture liquide agee, 
done une culture qui possede une activite 0-gIucuronidasique dans le mycelium et dans le milieu de 
culture, on peut proceder de la mantere suivante : le volume de culture est filtre sur etamine, cette filtration 
permet de s£parer le surnageant et le mycelium, qui sont ensuite trails separ^ment. On lave le mycelium 

so avec de I'eau osmoste et on filtre a nouveau la suspension mycelienne ainsi obtenue sur examine. Le 
mycelium lave" est r6co!te\ puis casse par exemple dans un broyeur a billes. La ^-glucuronidase est ensuite 
separee des debris cellulaires par centrifugation a 15 000 g a 4*C pendant trente minutes. Apres 
centrifugation, on pr§cipite les substances contenues dans le surnageant en ajoutant du chlorure de sodium 
(0,285 M). Le precipite est separe de la phase liquide par centrifugation. Le culot contient des molecules 

55 biologiques, de la glycyrrhizine et de I'acide glycyrrhetinique. La jS-glucuronidase se trouve dans le 
surnageant . Sur ce surnageant, on opere une ultrafiltration a I'aide d'un support dont le pouvoir de coupure 
moyen permet de retenir toutes les molecules dont le poids moleculaire moyen est superieur a 10 000 
daltons (la concentration peut §tre realisee avec des supports de filtration ayant un pouvoir de coupure 
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inferieur ou egal a 10 000 daltons). La solution enzymatique concentres contenant la ^-glucuronidase est 
alors envoyee sur une colonne d'echange d'ions type diethylaminoethyl pouvant etre chargee avec des 
groupes fonctionnels divers, ou sur une autre matrice possedant les m§mes proprietes. La colonne est 
equilibres a pH 7, la chromatographie d'echange d f ions peut etre indifferemment realises a la temperature 
5 ambiante ou a 4 • C. Apres filtration de la ^-glucuronidase, on applique sur la colonne un gradient croissant 
de chlorure de sodium allant de 0 a 0,75 M en chlorure de sodium. Le sel est melange, avant son 
application, au tampon qui a servi a equilibrer la colonne. On recupere la ^-glucuronidase dans le tampon 
de sortie, quand la molarite en chlorure de sodium a Kinterieur de la colonne de chromatographie atteint 0,2 
M en chlorure de sodium. 

io La ^-glucuronidase ainsi partiellement purifiee est concentres par ultrafiltration sur une membrane dont 
la porosite permet d'exclure des molecules dont le poids moyen est inferieur a 10 000 daltons. 

Une chromatographie d'exclusion sur un gel, tel que les Sephadex G75, G100, G150, G200, les ultra- 
gels ACA 44, ACA 34 et ACA 22, et tous les gels qui permettent de s^parer les molecules en fonction de 
teur poids moleculaire, est ensuite utilised pour terminer la purification de la ^-glucuronidase d'Aspergillus 

75 terreus. 

Le traitement du surnageant obtenu apres filtration sur etamine est identique a celui du milieu de 
culture debarrasse du mycelium d'Aspergillus terreus. II comprend les etapes suivantes : le surnageant ou 
le milieu de culture acellulaire est ultrafiltre a Paide d'une membrane dont le pouvoir de coupure moyen 
permet de retenir la ^-glucuronidase. La solution enzymatique concentree contenant la ^-glucuronidase est 

20 alors envoyee sur une colonne d'echange d'ions, type diethylaminoethyl, pouvant etre charges avsc dss 
groupes fonctionnels divers, ou sur une autre matrice possedant les memes proprietes. Le protocole de 
purification est ensuite identique a celui adopts pour purifier la ^-glucuronidase a parti r de f'extrait csllulairs 
contenant le mycelium broye. 

Apres ('ultrafiltration, la solution enzymatique contenant la ^-glucuronidase peut contenir de I'acide 18 

25 j8-glycyrrhetinique en quantite suffisante pour troubler le milieu et g§ner la purification. On ajoute alors dans 
la suspension de Puree jusqu'a obtenir une concentration molaire en uree. La presence de Cures permet de 
dissocier le complexe acide 18 jS-glycyrrhetinique et ^-glucuronidase facilitant ainsi la recuperation des 
dsux produits. On elimins Puree en realisant une chromatographie d'exclusion sur un gel de type Sephadex 
G10 ou G25, ou tout autre gel se pretant bien aux operations de tamisage moleculaire et possedant des 

30 domaines d'exclusion proches ds csux dss Sephadex G10 ou G25. 

La solution enzymatique contsnant la ^-glucuronidase est alors envoyee, comme on I'a d£crit plus haut 
sur une colonne d'echange d'ions de type diethylaminoethyl pouvant etre charged avec des groupes 
fonctionnels divers ou sur une autre matrice possedant les memes proprietes. Le protocole de purification 
est ensuite identique a celui adopte pour purifier la ^-glucuronidase a partir de I'extrait cellulaire contenant 

35 le mycelium broye. 

On a mis au point une autre technique de separation de I'acide 18 0-g!ycyrrhetinique et de la &- 
glucuronidase en precipitant Pactivite 0-glucuronidasique avec du sulfate d 'ammonium a 80 % de satura- 
tion. Le precipite est separe de la phase liquids par filtration sur etamins. On ajouts alors au precipite ds 
Puree jusqu'a obtenir une concentration molaire en uree. Apres dissociation de la ^-glucuronidase st de 

40 I'acide 18 0-glycyrrnetiniqus, on elimins Puree en realisant une chromatographis d'sxclusion sur un gsl ds 
typs Sephadex G10 ou G25, ou tout autre gel ss pretant bisn aux operations de tamisage moleculaire et 
possedant des domaines d'exclusion prochss ds ceux des Sephadex G10 ou G25. 

La solution enzymatiqus contsnant la jS-glucuronidass sst alors envoyee comme on I'a decrit plus haut 
sur une colonne d'echange d'ions ds typs diethylaminoethyl, pouvant etre chargee avec des groupss 

45 fonctionnsls divers, ou sur un autre matrice possedant les memes proprietes. Le protocole de purification 
est ensuite identique a celui adopte pour purifier la ^-glucuronidase a partir de I'extrait csllulairs contenant 
Is mycelium broye. 

La presente invention a egalement pour objet une nouvells snzyms de type /9-glucuronidase, caracteri- 
s£e en ce qu'elle est obtenue par le proc^de* selon I'invention. 
so Ces enzymes ^-glucuronidases sont caracterisees par un maximum d'activite entre 40 et 50 "C, de 
preference 45 * C st a pH entre 5 et 7, ds preference 6. 

Notamment, la ^-glucuronidase d'Aspergillus terreus, ainsi purifiee, pourvu qu'elle soit plac^e en phase 
aqueuse, possede un maximum d'activite a 45 *C, confere 100 % de son activite entre 43 et 48 'C st 83 % 
de son activite a 60 * C vis-a-vis ds la phenolphtaleine glucuronidase. 
55 La ^-glucuronidase d'Aspergillus terreus a un maximum d'activite a pH 6 quand elle se trouve en phase 
aqueuse. Ells conserve 80 % de son activite a pH 5 et a pH 7. 

L'enzyme selon I'invention presents un poids moleculaire de I'ordre ds 95.000 daltons. 
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D'autre part, cette enzyme peut etre immobilisee sur un support insoluble comme le nylon active au 
glutaraldehyde ou sur billes acryliques active es a Poxirane. 

Cette ^-glucuronidase exempte d'activite sulfatase a une meilleure affinite vis-a-vis de la glycyrrhizine 
que les enzymes actuellement disponibles. 
5 La presente invention a done egalement pour objet un precede d'hydrolyse d'une solution de 
glycyrrhizine ou d'extraits vegetaux en contenant et contenant ou non de I'alcool ethylique jusqu'a 20 % en 
volume, caracterise en ce qu'on ajoute a la solution de la ^-glucuronidase obtenue par le procede selon la 
present invention. 

II est a noter en effet que, de maniere tres interessante, la presence d'ethanol n'inhibe pas Phydrolyse 
io de la glycyrrhizine par cette enzyme pour autant que la concentration en alcool reste inferieure a 20% en 
volume. 

Sur le plan de P utilisation, la possibility d'employer Penzyme dans un milieu contenant 20 % d'alcool 
est tres interessante car e'est une garantie pour la sterilite. 

Avantageusement, on opere a pH entre 4,5 et 6,5, et de preference 5,5. 
15 De meme, la temperature la plus appropriee sera comprise entre 35 et 55 • C, de preference 45 • C. 

Les enzymes ^-glucuronidases obtenues a partir de cultures d'Aspergillus, notamment d'Aspergillus 
terreus selon les procedes decrits precedemment (enzymes intra- et extra-cellulaires sont done particuliere- 
ment interessantes vis-a-vis de leur action envers la glycyrrhizine). 

Lorsque Ton suit I'hydrolyse de la glycyrrhizine en HPLC, sous Taction de Penzyme, on constate une 
20 diminution de la teneur en glycyrrhizine et Papparition d'acide 18 0-glycyrrh§tinique, ainsi qu'un pic de 
polarite* interm^diaire qui est le mon-glucuronide de I'acide 18 0-giycyrrh6tinique. Lorsque la reaction est 
arrivee a completion, ce pic intermediate est extremement faible et on r^cupere Pacide 18 £-glycyrrh6tini- 
que qui a ce pH precipite. 

On obtient Tacide 18 ^9-glycyrrhetinique cristallise pur, ce qui represente un avantage tres important par 
25 rapport aux methodes actuellement utilisees pour produire I'acide 18 jS-glycyrrhetinique par hydrolyse 
chimique de la glycyrrhizine. 

Quand on hydrolyse la glycyrrhizine en phase aqueuse avec la ^-glucuronidase d'Aspergillus terreus, 
on obtient de I'acide 18 £-glycyrrhetinique avec un rendement pouvant aller jusqu'a 90 %. 

La presente invention a done egalement pour objet un procede de production d'acide 18 j9-giycyrrheti- 
30 nique, caracterise en ce qu'on hydrolyse la glycyrrhizine avec ou un extrait vegetal en contenant selon le 
procede d'hydrolyse de la glycyrrhizine de Tinvention. 

En effet, comme on Pa vu precedemment, Penzyme isolee a partir d'Aspergillus terreus par exemple 
permet une hydrolyse complete de la glycyrrhizine et la recuperation quantitative de Pacide 18 $- 
glycyrrhetinique qui precipite de la solution aqueuse ou qui peut etre extrait par un solvant organique. 
35 Enfin, la presente invention a pour objet des extraits de reglisse pouvant contenir ou non de Palcool 
ethylique, caracterises en ce qu'ils presentent une teneur reduite ou nulle en glycyrrhizine et depourvue 
d'acide 18 ^-glycyrrhetinique. 

L'hydrolyse de la glycyrrhizine, selon le procede de ('invention, a en outre Pavantage qu'elle conserve 
Pintegralite des autres consituants de la reglisse. 
40 D'autres avantages et caracteristiques de la presente invention apparaltront a la lumiere des exemples 
qui suivent. 

EXEMPLE I 

45 Aspergillus terreus est ensemence* sur un milieu liquide dont la composition est la suivante : 



- mono-ammonium de glycyrrhizinate 


8g/l 


- tampon phosphate KH2PO4 


1,36 g/l 


- nitrate d'ammonium 


1 g/l 


- solution a 


10 ml/1 


- solution b 


10 ml/l 


- le pH de ce milieu est fixe a 6,5 



La composition de la solution a est la suivante : 
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- MgSCU 


6g/l 


- CaCI 2 , 2H 2 0 


0,015 g/l 


- FeSO*. 7H2O 


0,028 g/l 


- ZnSCU, 7H 2 0 


1.14 g/l 


- CuSO*,4H 2 0 


0,025 g/l 


- Na 2 Mo 0 4 , 2H 2 0 


0,024 g/l 


-CaCI, 6H 2 0 


0,024 g/l 


- MnSO*, H2O 


0,084 g/l 



70 

La composition de la solution b est la suivante : 



- acide folique 


1 mg/l 


- choline 


1 mg/l 


- inositol 


1 mg/l 


- nicotinamide 


1 mg/l 


- pantothenate 


1 mg/l 


• pyridoxal 


1 mg/l 


- thiamine 


1 mg/l 


- riboflavine 


0,01 mg/l 



Le mono-ammonium de glycyrrhizinate et la solution b sont st6rilis6s par filtration sur des membranes 
de porosite egale a 0,22 uM, avant d'etre incorpores au milieu de culture qui, lui, est sterilise par la chaleur 
25 a120'C. 

A partir d'une culture d'un litre d'Aspergillus terreus agee de quinze jours et ayant pousse a 37' C, on a 
mis en evidence que 25 % de Pactivite glucuronidase se trouve dans le surnageant et 75 % sous forme 
intracellular. 

On realise un dosage de I'activite /S-glucuronidase a 37 *C pendant trente minutes, en ajoutant cent 
30 microlitres de la solution enzymatique dans 2 ml de tampon phosphate 20 mM a pH 7 contenant de la 
phenolphtaleine glucuronidate 1,92.10~ 4 M. Au bout de trente minutes, la reaction est arretee par addition 
de 3 ml de tampon glycine 0,024 M - NaOH 0,04 M a pH 10,5. La densite optique est lue a 540 
nanometres. L'unite ^-glucuronidase est la quantite d'enzyme liberant 1 ug de phenolphtaleine par heure a 
pH 7. 

35 On centrifuge le milieu de culture dans une centrifugeuse type BECKMAN refrigeree a 4* C, a 15 000 g 
pendant trente minutes. Le surnageant de centrifugation est traite separement du culot mycelien. 

On concentre le surnageant obtenu apres centrifugation, qui est semblable a I'extrait que Ton peut 
realiser en filtrant le milieu de culture sur etamine, sur une membrane type AMICON XM 10. Cette 
operation est renouvelee plusieurs fois a 4"C, de fagon a obtenir une fraction enzymatique a pH 7 et 

40 possedant une force ionique inferieure a la force ionique du tampon qui est ensuite employ^ pour la 
chromatographic d'echange d'ions. 

La solution enzymatique ainsi pr^paree est envoy^e par Pintermediaire d'une pompe perilstatique au 
sommet d'une colonne contenant une matrice de diethylaminoethyl type DEAE Sepharose CL6B. On lave la 
matrice avec le tampon qui a 6t6 utilise lors de la fixation de I'enzyme sur la matrice. On applique ensuite 

45 un gradient salin allant de 0 a 0,1 M en chlorure de sodium, sans changer le pH du tampon. On r£cup&re 
I'enzyme dans le tampon de sortie quand la molarity en chlorure de sodium dans la colonne atteint 0,02 M. 

On ^limine le chlorure de sodium et on concentre la solution enzymatique issue de la chromatographie 
d'echange d'ions sur une membrane AMICON XM 10. La solution enzymatique concentree est envoy^e 
ensuite sur une colonne de chromatographie d'exclusion, chargee avec de I'Ultrogel ACA 34, la phase 

so aqueuse etant constitute d'un tampon phosphate a pH 7 et de chlorure de sodium a 0,1 M. Aprds cette 
etape, la ^-glucuronidase libre ou fixee peut etre utilisee pour la scission enzymatique de la molecule de 
glycyrrhizine et I'obtention d'acide 18 £-glycyrrhetinique. 

EXEMPLE 2 

55 

On recupere le surnageant d'une culture agee de quinze jours, par filtration sur etamine. Puis on ajoute 
de Puree en poudre jusqu'a obtenir une concentration en uree egaie a 1 M. 
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Cette fraction est ensuite envoyge sur une colonne de tamisage mol^culaire dont le domaine de 
fractionnement permet de separer des proteines ayant un poids mol6culaire compris entre t 000 et 5 000 
daltons. 

En tete de colonne, on obtient I'activite £ -glucuronidase, tandis que l'acide 18-0-glycyrrhetinique est 
recupere en fin de chromatographie. 

L'acide 18-0-glycyrrhetinique peut etre purifie a I'aide d'une extraction au chloroforme ou bien d'une 
precipitation. 

EXEMPLE III 



L'enzyme a ete comparee aux autres /3-glucuronidases commerciales. 

Pour chaque enzyme, on a utilise I'activite ainsi definie : 1 unite enzymatique libere 1 mg de 
phenolphtaleine a partir de glucuronide de phenolphtaleine par heure a 37 *C au pH optimum de Penzyme. 
Tous les essais ont ete conduits pendant 1 6 h a 40 * C en utilisant 0,2 mg de glycyrrhizine et 40 unites 
75 enzymatiques. Pour chaque enzyme, le pH optimum d'activite vis-a-vis de la glycyrrhizine a ete determine. 
Dans tous les cas un pH = 5 convenait tres bien. 

ORIGINE DE L 1 ENZYME ACIDE 18 8-GLYCYRRHSTINIQUE FORME 

EN % 



20 



25 



Aspergillus terreus 67 

Patella vulgata 59 

Abalone 44 

H^lix Pomatia 42 



30 1) 5 mg de glycyrrhizine dans 3 ml d'eau, ajustes a pH 5,2 sont additionnes de 1.000 unites 
enzymatiques de ^-glucuronidase d'Aspergillus terreus. Apres 48 h a 40 * C, on recupere 2,4 mg d'acide 
18 0-glycyrrhetinique. 

2) 5 mg de glycyrrhizine sont diiu^s dans 2 ml d'eau, le pH est ajuste a 5,2 et on rajoute 0,5 ml 
d'ethanol et 500 unites enzymatiques. On laisse 48 h a 40 * C. On centrifuge le pr^cipite forme, constitue* 

35 de 18 0-glycyrmetinique pur. On rajoute 2,5 mg de glycyrrhizine, puis on laisse a 40'C/2 jours. On 
centrifuge a nouveau le pr£cipite* et on recommence la meme operation trois fois de suite. On a ainsi pu 
hydrolyser 15 mg de glycyrrhizine avec 500 unites de ^-glucuronidase en huit jours a 40 *C. Cette 
experience montre la grande stability de cette enzyme. 

3) 4 mg de glycyrrhizine sont dilu£s dans 4 ml d'eau, le pH est ajuste a 5,2 et on ajoute 1 .000 unites 
40 d'enzyme et 2 ml d'ac&ate d'e^hyle. On laisse sous agitation pendant 48 h a temperature ambiante. On 

recupere dans la phase acetate d'ethyle 1,75 mg d'acide 18 y9-glycyrrhetinique pur, soit 85 % de la dose 
theorique. 

4) A 5 ml d'un extrait de reglisse hydroalcoolique a 20 % en volume d'alcool ajuste a pH 5,3 et 
contenant 41 mg de glycyrrhizine, on ajoute 2.500 unites de ^-glucuronidase. On laisse 48 h a 40 *C et 

45 on centrifuge a 0 • C. Le surnageant ne contient alors que 11 mg de glycyrrhizine, des traces de mon- 
glucuronide de l'acide 18 0-glycyrrhetinique, ainsi que I'integralite des autres constituants de la reglisse, 
en particulier les chalcones qui conferent la couleur aux extraits de reglisse. Ainsi done I'enzyme extrait 
d' Aspergillus terreus permet de require fortement, voire completement, la teneur en glycyrrhizine 
d'extraits de reglisse utilises en Industrie Alimentaire, sans modifier les autres constituants de la plante. 

50 

EXEMPLE IV : FIXATION DE L'ENZYME 

L'enzyme est fixe sur des billes acryiiques activees a I'oxirane (Eupergit C de la Societe Rohm 
Pharma). 

55 L'enzyme est mis en solution dans un tampon KH2P04 1 M., I'activite de cette solution etant de 20 a 
50.000 unites/ml. 3,5 ml de la solution enzymatique sont mis en contact avec 1 gd'Eupergit C pendant 24 
heures a temperature ambiante. Les billes sont ensuite lavees avec un tampon phosphate 0,1 M. 
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Eiles peuvent etre ensuite utilises plusieurs fois de suite pour hydrolyser, soit une solution de 
glycyrrhizine, soit la glycyrrhizine contenue dans un extrait de r£glisse. 

Revendlcatlons 

5 

1. Enzyme purine d'Aspergillus terreus du type beta-glucuronidase, d'un poids mofeculaire de 95.000 
daftons. 

2. Enzyme beta-glucuronidase selon la revendication 1, caracferisee en ce que, en phase aqueuse, elle 
70 possede un maximum d'activife entre 40 • C et 50 • C, de preference 45 • C et un pH entre 5 et 7, de 

preference 6. 

3. Enzyme selon Tune des revendications 1 et 2, caracterisee en ce qu'elle est fixee sur un support 
com me le nylon active au glutarald^hyde ou une bille acrylique activee a I'oxirane. 

75 

4. Procede de production d'une enzyme du type beta-glucuronidase selon la revendication 1 ou 2, 
comportant la culture d'un microorganisme, effectuee dans un milieu ccmportant au moins une source 
de carbone et une source d'azote, et 1'extraction et la purification de I'enzyme a partir de la biomasse 
et/ou du milieu de culture, caracterise en ce que I'enzyme est produite par la culture d'un microorgani- 

20 sme du type Aspergillus terreus ou de ses variants et mutants dans un milieu de culture comportant 
comme source de carbone une substance contenant un ou plusieurs glucuronides. 

5. Procede selon la revendication 4. caracterise en ce que la production de I'enzyme est induite par la 
presence de glycyrrhizine dans le milieu de culture, comme source de carbone. 

6. Procede selon Tune des revendications 4 ou 5 t caracterise en ce que la culture d'Aspergillus terreus et 
effectuee dans un milieu contenant comme source d'azote des substances chosies parmi des sels 
d'ammonium, des sels de nitrate ou des acides amines. 

30 7. Procede selon Tune des revendications 4 a 6, caracterise en ce que !e mono-ammonium de 
glycyrrhizinate est utilise comme source de carbone et d'azote pour la culture d'Aspergillus terreus. 



8. Procede selon Tune des revendications 4 a 7, caracterise en ce que la culture d'Aspergillus terreus est 
effectuee dans un milieu contenant outre une source de carbone et une source d'azote, des substances 

35 inorganiques choisies parmi des sels mineraux favorisant la croissance des moisissures. 

9. Procede selon I'une des revendications 4 a 8 caracterise en ce que la culture d'Aspergillus terreus est 
effectuee dans un milieu contenant des sels mineraux choisis notamment parmi des sulfates de 
magnesium, sulfate de fer. sulfate de cuivre, sulfate de manganese, chlorure de calcium, molybdate de 

40 sodium. 

10. Procede selon I'une des revendications 4 a 9, caracterise en ce que la culture d'Aspergillus terreus est 
effectuee dans un milieu contenant en outre des vitamines favorisant la croissance des moisissures 
Aspergillus. 

45 

11. Procede selon I'une des revendications 4 a 10, caracterise en ce que la culture d'Aspergillus terreus 
est effectuee dans un milieu contenant des vitamines choisies notamment parmi : I'acide folique, la 
biotine, la choline, la nicotinamide, la pantothenate de calcium, le pyridoxale, la thiamine, la riboflavi- 
ne. 

50 

12. Procede selon I'une des revendications 4 a 11, caracterise en ce que la temperature de culture est 
comprise entre 28 * C et 45 * C et de preference 37 • C et 44 * C. 

13. Procede selon I'une des revendications 4 a 12 caracterise en ce le pH du milieu de culture est compris 
55 entre 6 et 8. 

14. Procede selon i'une des revendications 4 a 13, caracterise en ce que la culture est effectuee en milieu 
liquide ou solide, mais de preference liquide. 
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15. Proc^de* d'hydroiyse d'une solution de glycyrrhizine ou d'extraits v£g6taux en contenant, et contenant 
ou non jusqu'a 20% en volume d'aJcool £thylique, caractSrise* en ce qu'on ajoute a la solution de la 
beta-glucuronidase, selon I'une des revendications 1 a 3. 

5 16. ProcSde* d'hydrolyse selon la revendication 15 caracteVise* en ce qu'on opere a pH entre 4,5 et 6,5, de 
presence 5,5. 

17. Proc£de* selon les revendications 15 et 16, caracterise* en ce qu'on opere a temperature entre 35 et 
55 * C, de pre*Mrence 40 • C. 

10 

18. Proc^de de production d'acide 18 beta-glycyrrhetinique, caracteVise* en ce qu'on hydrolyse de la 
glycyrrhizine ou un extrait vegetal en contenant, selon le proc§de d'une des revendications 15 a 17. 

Claims 

1. A purified enzyme of the ^-glucuronidase type from Aspergillus terreus of a molecular weight of 95.000 
daltons. 

2. The ^-glucuronidase enzyme according to claim 1, which, in aqueous phase, has a maximum activity at 
20 between 40 * C and 50 • C, preferably 45 * C t and a pH of between 5 and 7, preferably 6. 

3. The enzyme according to claim 1 or 2, which is fixed to a support such as nylon activated with 
glutaraldehyde or an acrylic bead activated with oxirane. 

25 4. A process for the production of an enzyme of the ^-glucuronidase type, according to claim 1 or 2, 
which comprises the culture of a microorganism, carried out in a medium containing at least one source 
of carbon and one source of nitrogen, and the extraction and purification of the enzyme from the 
biomass and/or culture medium, wherein the enzyme is produced by the culture of a microorganism of 
the Aspergillus terreus type, or variants and mutants thereof, in a culture medium in which a substance 

30 containing one or more glucuronides is present as a source of carbon. 

5. The process according to claim 4, wherein the production of the enzyme is induced by the presence of 
glycyrrhizin as a source of carbon in the culture medium. 

35 6. The process according to any one of the claims 4 or 5, wherein the culture of Aspergillus terreus is 
carried out in a medium containing, as a source of nitrogen, substances selected from ammonium salts, 
nitrate salts and amino acids. 

7. The process according to any one of claims 4 to 6, wherein monoammonium glycyrrhizinate is used as 
40 a source of carbon and nitrogen for the culture of Aspergillus terreus. 



8. The process according to any one of claims 4 to 7, wherein the culture of Aspergillus terreus is carried 
out in a medium containing, in addition to a source of carbon and a source of nitrogen, inorganic 
substances selected from mineral salts favoring moid growth. 

45 

9. The process according to any one of the claims 4 to 8, wherein the culture of Aspergillus terreus is 
carried out in a medium containing mineral salts selected in particular from magnesium sulfate, iron 
sulfate, copper sulfate, manganese sulfate, calcium chloride and sodium molybdate. 

so 10. The process according to any one of the claims 4 to 9, wherein the culture of Aspergillus terreus is 
carried out in a medium also containing vitamins favoring the growth of the Aspergillus terreus molds. 



11. The process according to any one of the claims 4 to 10, wherein the culture of Aspergillus terreus is 
carried out in a medium containing vitamins selected in particular from : folic acid, biotin, choline, 

55 nicotinamide, calcium pantothenate, pyridoxal, thiamine and riboflavin. 

12. The process according to any one of the claims 4 to 11, wherein the culture temperature is between 
28 * C and 45 * C, preferably between 37 • C and 44 • C. 
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1a The process according to any one of the claims 4 to 12, wherein the pH of the culture medium is 
between 6 and 8. 

14. The process according to any one of claims 4 to 13, wherein the culture is carried out in a liquid or 
5 solid medium, but preferably a liquid medium. 

15. A process for the hydrolysis of a solution of glycyrrhizin or plant extracts containing glycyrrhizin, which 
may or may not contain up to 20% by volume of ethyl alcohol, wherein ^-glucuronidase according to 
any one of claims 1 to 3 is added to the solution. 

70 

16. The hydrolysis process according to the preceding claim, wherein the working pH is between 4.5 and 
6.5, preferably 5.5. 

17. The process according to claim 16 or claim 17, wherein the working temperature is between 35 and 
T5 55 • C, preferably 40 * C. 

18^ A process for the production of 1 8£-glycyrrhetinic acid, wherein glycyrrhizin or a plant extract 
containing glycyrrhizin is hydrolyzed by the process according to any one of claims 15 to 17. 

20 Patentanspruche 

1- Gereinigtes Enzym von Aspergillus terreus des Typs beta-Glucuronidase mit einem Molekulargewicht 
von 95.000 DaKon. 

25 2. Beta-Glucuronidase- Enzym nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es in waflriger Phase ein 
Aktivitatsmaximum zwischen 40 • C und 50 • C, vorzugsweise von 45 * C, und einen pH-Wert zwischen 
5 und 7, vorzugsweise von 6, besitzt. 

a Enzym nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB es auf einem Trager wie 
30 Nylon, aktiviert mit Glutaraldehyd, oder auf einer Acrylkugel, aktiviert mit Oxiran, fixiert ist. 

4. Verfahren zur Herstellung eines Enzyms des Typs beta-Glucuronidase nach Anspruch 1 Oder 2, 
umfassend die Kultur eines Mikroorganismus, durchgefuhrt in einem Medium, das mindestens eine 
Koh I enstoff quelle und eine Stickstoff quelle aufweist, und die Extraktion und die Reinigung des Enzyms 
35 ausgehend von der Biomasse und/oder dem Kulturmedium, dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym 
durch die Kultur eines Mikroorganismus vom Typ Aspergillus terreus oder seiner Varianten und 
Mutanten in einem Kulturmedium produziert wird, das als Kohlenstoffquelle eine Substanz umfaBt, die 
ern oder mehrere Glucuronide enthalt. 

40 5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Produktion des Enzyms durch die 
Anwesenheit von Glycyrrhizin als Kohlenstoffquelle im Kulturmedium induziert wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Kultur von Aspergillus 
terreus in einem Medium durchgefuhrt wird, das als Stickstoffquelle Substanzen enthalt, die unter 

45 Ammoniumsalzen, Nitratsalzen oder Aminosauren ausgewahlt werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Mono-Ammonium- 
Glycyrrhizinat als Kohlenstoffquelle und als Stickstoffquelle fur die Kultur von Aspergillus terreus 
verwendet wird. 

50 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 7 t dadurch gekennzeichnet, daB die Kultur von Aspergillus 
terreus in einem Medium durchgefuhrt wird, das auBer einer Kohlenstoffquelle und einer Stickstoffquelle 
anorganische Substanzen umfaBt, ausgewahlt unter den MineraisaJzen, die das Wachstum des Schim- 
mels begunstigen. 

55 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Kultur von Aspergillus 
terreus in einem Medium durchgefuhrt wird, das Mineralsalze enthalt, insbesondere ausgewahlt unter 
den Magnesiumsulfaten, Eisensulfat, Kupfersulfat, Mangansulfat, Calciumchlorid und Natriummolybdat. 
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10. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 9, dadurch gekennzeichnet dafl die Kuitur von Aspergillus 
terreus in einem Medium durchgefuhrt wird, das auBerdem Vttamine enthalt, die das Wachstum des 
Schimmels von Aspergillus begunstigen. 



11. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafl die Kuitur von Aspergillus 
terreus in einem Medium durchgefuhrt wird, das Vrtamine enthalt, insbesondere ausgewahlt unter 
Foisaure, Biotin, Cholin, Nikotinamid. Calciumpanthotenat, Pyridoxal, Thiamin und Riboflavin. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dafl die Temperatur der Kuitur 
zwischen 28 • C und 45 ' C und vorzugsweise zwischen 37 * C und 44 • C liegt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dafl der pH-Wert des 
Kulturmediums zwischen 6 und 8 liegt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dafl die Kuitur im flussigen 
oder festen Medium durchgefuhrt wird, jedoch vorzugsweise im flussigen. 

15. Verfahren zur Hydrolyse einer Losung von Glycyrrhizin Oder von Pflanzenextrakten, die dieses 
enthalten, und die eventuell bis zu 20 VoL-% Ethylaikohol enthalten, dadurch gekennzeichnet, dafl man 
zu der Losung beta-Glucuronidase nach einem der Anspruche 1 bis 3 gibt 

16. Verfahren zur Hydrolyse nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafl man bei einem pH-Wert 
zwischen 4,5 und 6,5, vorzugsweise bei 5.5, arbeitet. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 und 16, dadurch gekennzeichnet, dafl man bei einer Temperatur zwischen 
35 • C und 55 • C, vorzugsweise bei 40 • C, arbeitet. 

18. Verfahren zur Herstellung von 18-/3-Glycyrrhetinsaure, dadurch gekennzeichnet, dafl man Glycyrrhizin 
oder einen Pflanzenextrakt, der dieses enthalt gemafl dem Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 
17 hydrolysiert 
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